























to  the RSV‐negative group,  a  specific microbial profile  associated with  the RSV‐positive  group 
different  from  that observed  in  the negative group, and significant modifications  in  the  relative 
abundance of taxa  in the RSV‐positive group, as well as in the RSV‐A group, with respect to the 
negative group. Furthermore, microbial network  analyses  evidenced,  in  all  studied groups,  the 
presence  of  two  predominant  sub‐networks  characterized  by  peculiar  inter‐  and  intra‐group 
correlation patterns as well as a general loss of connectivity among microbes in the RSV‐positive 












different  from RSV,  and  in  some  cases  a virus  cannot be detected. Clinical  characteristics  of  the 
disease may also be influenced not only by the presence of a specific virus but also by RSV genotype 
[2].   
Recent  studies  have  shown  that  the  composition  of  the  nasopharyngeal  microbiome  may 
influence  the different  clinical phenotypes of bronchiolitis  [3,4].  In  infants with bronchiolitis,  the 
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hospitalized  with  bronchiolitis  identified  four  distinct  fecal  microbiota  types  in  infants.  The 
Bacteroides‐dominant profile was associated with a higher probability of bronchiolitis, while  the 




bacterial  richness.  Infants  in  intensive  care  showed principally Haemophilus‐dominant profiles. A 
more recent study, aimed to comprehend the influence of interfaces between the host transcriptome 
nasal microbiome and the clinical outcomes of RSV infection [11], indicated that specific microbial 
taxa  affect  host  immune  responses. All  these  studies  linked  specific  bacterial  species with  RSV 

















characterized  by  the  acute  onset  of  cough,  tachypnea,  retraction,  and  diffuse  crackles  on  chest 
auscultation in infants younger than 12 months [12,13].   
Epidemiological and demographic variables such as gender, age, gestational age, birth weight, 
delivery,  breastfeeding  history,  presence  of  siblings,  and  presence  of  smoking  cohabitants were 
obtained  from  the  infant’s  parents with  a  structured  questionnaire.  The  following  clinical  and 
laboratory data were taken from patient medical files: days of hospitalization, heart rate, respiratory 
rate, arterial oxygen saturation in room air, presence of retractions, O2 therapy, intravenous fluid (IV) 
therapy,  white  blood  cell  count  (WBC),  lymphocyte  count,  and  C‐reactive  protein  blood 
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followed by a  4 h  incubation  at 37  °C with 20 mg/mL  (final  concentration) of  lysozyme  (Sigma‐
Aldrich, Milan, Italy). NanoDrop Spectrophotometer determined the DNA concentration. All DNA 
samples obtained were normalized to a final DNA concentration of 5 ng/μL in a final volume of 20 
μL,  and  an  aliquot  was  used  to  characterize  nasal  bacterial  community  via  next‐generation 
sequencing  (NGS)  on  an  Illumina MiSeq platform  at  the  Italian  Institute  of Technology. To  this 
purpose,  the V3–V4  region  of  the  bacterial  16S  rRNA  gene was  amplified  by PCR with  specific 
universal bacterial barcoded primer using total DNA extracted as template, and the library obtained 
was sequenced. The Italian Institute of Technology (IIT) executed the amplicon sequencing by means 
of  next‐generation  sequencing  (NGS)  on  an  Illumina  MiSeq  platform.  Bioinformatic  analyses, 
encompassing metagenomic  analysis  (multivariate  statistics/non‐parametric  tests  and  ecological 















class,  order,  family,  genus,  species)  for  subsequent multivariate  statistical  analyses.  α‐diversity 
(within  sample  diversity) was  evaluated,  in Qiime2  [14],  by  computing  the  Shannon  index,  the 
Simpson index and the number of observed OTUs at the species level. The analysis of β‐diversity 
(between‐sample diversity) was performed by calculating both the Bray–Curtis dissimilarity and the 
weighted‐UniFrac distance. Principal Coordinate Analysis  (PCoA) was performed  to compare  the 
overall  composition  of  the  bacterial  community  between  samples.  The  differential  abundance 

















pairwise  or  multiple  comparisons,  respectively.  In  each  case  a  p‐value  ≤  0.05  was  considered 





Infants hospitalized with bronchiolitis were  tested  for  respiratory viruses during  the winter 
season 2016/2017. The main clinical characteristics of the studied population are provided in Table 1. 
Out of 122 NPW samples taken for nasal microbiota characterization, 67 were positive for RSV, and 
28  resulted  negative  to  the  14  respiratory  viruses  tested  (Vneg);  27  samples  positive  for  other 
respiratory  viruses  or  co‐infected  were  excluded  to  avoid  bias  in  the  analysis.  After  quality 
assessment of NGS reads (see below), the study analyses included 28 virus‐negative patients and 48 








(N = 28) 
RSVpos 
(N = 48) 
P Value 
 
Male  13 (46.4%)  25 (52.1%)  0.634 
Caesarean section  12 (42.9%)  27 (43.8%)  0.940 
Age (days)  65.7 ± 3 4.8  76.3 ± 34.5  0.139 
Weight  5.0 ± 1.2  5.3 ± 1.0  0.291 
Hospitalization (days)  3.7 ± 1.6  4.8 ± 2.4  0.071 
Severity score  3.0 ± 1.6  3.9 ± 1.5  0.016 
O2 therapy  3 (10.7%)  18 (37.5%)  0.012 
Admission to PICU  0 (0.0%)  3 (6.3%)  0.018 
White blood cells  11083.2 ± 3615.9  9784.4 ± 2965.8  0.189 
Lymphocytes absolute  5683.2 ± 1689.1  4797.4 ± 2039.4  0.030 
Neutrophils absolute  3323.7 ± 2464.9  3166.5 ± 1967.3  0.834 
Eosinophil absolute  212.7 ± 192.9  136.7 ± 190.5  0.062 
Eosinophil > 400  4 (14.3%)  2 (4.2%)  0.115 
Breastfeeding  15 (55.61%)  31 (64.6%)  0.441 






admitted  in  the pediatric  intensive  care unit was  significantly  lower  in  the virus‐negative group 
compared to either RSVpos groups (respectively p = 0.012 and p = 0.018). The absolute number of blood 













number  of  observed  OTUs  among  groups.  P  values  assessing  statistical  significance  were  also 
reported.  (b)  PCoA  analysis  performed  for  β  diversity  based  on  the  Bray–Curtis  measure  of 
dissimilarity. For each principal coordinate, the percentage of variance explained is reported between 
parentheses. 
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The β diversity analysis showed statistically significant separations between the virus‐negative 












The  analysis of  the  relative  abundance of  the genera  among  the different groups  (Figure  3) 
showed  that  Bacteroides,  Pseudoflavonifractor,  Alistipes,  Kineothrix,  and  Oscillibacter  were 













algorithm,  which  is  able  to  reduce  bias  introduced  by  the  compositionality  and  sparsity  of 
microbiome  data.  The  graphical  representation  of  the microbial  networks  constitutes  a  sort  of 
“correlation map” describing  the positive and negative  relationships between microbes drawn as 
edges with different colors. In this context, positive and negative correlations could reflect synergistic 
and  antagonistic  interactions  between microbial  groups  such  as metabolic  interdependencies  or 
competitions  for  the  same ecological niches. Results evidenced  the presence of  two predominant 
microbial assemblages (named assemblage 1 and 2) in analyzed networks (Vneg, RSVpos), in which taxa 




S.  pneumoniae,  the  unique  species  significantly  associated  with  the  RSVpos  group,  was  within 
assemblage 2. 
 





The  co‐occurrence  networks were  evaluated  for  topological  properties  including  centrality 
measures (Table 2). Obtained results showed a decrease in the number of nodes (taxa participating 
to  the network)  in RSVpos. Similarly,  results were obtained  for  the number of correlations  (edges) 
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indicating  a network with  less  connection  among bacteria  in RSVpos with  respect  to  the network 
determined for the Vneg group. Concerning correlation type, a decrease in both positive/synergic and 
negative/competitive was found in the RSVpos network with respect to Vneg; however, this could be 
due  to  the  overall  lower number  of  connections present  in  the RSVpos network. The decrease  of 
relationships  among  bacterial  species  strongly  evidenced  that  changes  happened  in  the  nasal 
microbial  ecosystem  structure,  leading  to  an  impoverished microbial  network  characterized  by 
weaker interactions among microbes, a reduced interconnection among species (Figure 4), and the 
loss of  reciprocal control between microbes. These characteristics depict a condition  in which  the 
eubiotic state has been lost, determining a state of dysbiosis. 
Table 2. Topological properties of networks. 











hospitalized  for bronchiolitis  from RSV and  in  infants affected by bronchiolitis but negative  for a 
respiratory virus. Furthermore, we attempted  to characterize  the nasal microbiota  in  infants with 
bronchiolitis from RSV‐A and patients with bronchiolitis from RSV‐B. 
Nasal microbiota characterization was firstly carried out by evaluating the ecological indexes (α 
diversity).  The  ecological  perception  is  fundamental  to  better  understand  the  dynamic  of  the 
microbial  ecosystem,  and  it  is  important  to  develop  therapeutic  approaches  aimed  to  rebuild  a 
balanced microbiota [16]. Subsequently, we evaluated the β diversity to exploit the differences in the 
nasal microbial  composition  among  the  groups  studied. We  highlighted  significant  differences 
among the groups; in particular, we showed the following:   






Several  of  the  bacterial  species  less  abundant  in  the  virus‐positive  group  are  known  to  be 
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by  bronchiolitis  too.  Furthermore,  S.  pneumoniae  should  be  considered  as  a  pathobiont  bacterial 
species, meaning a potentially pathogenic species present in low quantity in healthy subjects that, in 
specific  conditions  under  a  specific  selective  pressure  (maybe  virus  presence),  could  become 
predominant  by  establishing  a  dysbiosis  status  in  the  ecosystem.  It  has  been  reported  that  S. 
pneumoniae colonization and  its density can enhance the risk of severed subsequent RSV  infection 
[21],  but  this  association  may  have  bidirectional  interactions.  RSV‐A  somehow  promotes  S. 
pneumoniae growth, directly [22] or through the inflammatory response induced by the viral infection, 
as shown for influenza virus [23,24]. As reported in the literature for influenza virus co‐infections, 
the  nasal  microbiota  composition  could  affect  individual  predisposition  to  secondary  bacterial 
infections, commonly triggered by Gram‐positive bacteria like S. pneumoniae [25], and has a direct 











pointed  out  that  Streptococcus  abundance was  greater  in  samples  collected during RSV  infection 
compared with samples collected one month later. 
Finally, we evaluated the relations among microbial community members by networks analysis, 
as  edges  that  join  pairs  of  nodes  (the  system  components,  taxa). Microbial  networks  analyses 
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between  the RVS‐B group and  the Vneg or  the RSV‐A groups, we cannot exclude  that  the  lack of 
statistical  significance  could  be  due  to  the  limited  number  of  analyzed  RSV‐B  subjects,  which 
represents a clear  limit  for  this study. Undoubtedly,  the presence of RSV  represents a disturbing 
factor during  the  first  colonization phase of  the nasal  site, which  could profile microbiota not  in 
eubiotic equilibrium, increasing the risk of illnesses caused by microbes whose growth is favored by 







ecosystem,  shaping  a  state  of  dysbiosis  (Figure  4).  Accordingly,  the  infants  affected  by  RSV 
bronchiolitis presented more perturbations  in the nasal microbiota structure compared to the Vneg 
group,  thus  favoring  colonization  of  pathobiont  species,  such  as  S.  pneumonia,  and  negatively 
influencing potentially beneficial species growth, defining a state of dysbiosis. All of this goes with 
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